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な りフ ィプロイン中に低分子タンパク質成分の存在が示され、さ らに1980年
代になるとフラ ンスのP.CoubleらはP25の遺伝子配列を、当研究室の山□ら
はL鎖 のcDNAをそれぞれク[コー ニ ング した 。さ らに当研究室(東 北大、農、
分子生物)の 田中らは特異抗体を用いた解析からL鎖 がH鎖 とジスルフ ィド結
ド
合を形成 し、P25はH-Lサブユニット成分に非共有結合的(主 に疎水的)に 相




まず田中らは部位特異抗体を用いた解析によりL鎖 がH鎖 のC末 端領域と





























































の反応性をそれぞれ調べた。dabsylchloride、抗P25ポリク〔コー ナル抗体 との 反








の相違(3箇 所と2箇 所など)で はなく付加 している単糖の数(マ ンノースの
付加数など)の 相違に起因しているものと考えられた。
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の溶 出パタ ー ンと分取 した画 分に対するWestemblottillgによ り解析 した
(F量9.4)。
ジチオスレイ トール(DTT)処理によりH-L間のジスルフ ィド結合及びP25
の分子内ジスルフ ィド結合を切断するとL鎖 は完全に解離 して溶出されたが基
本単位は保持された状態で溶出された(Fig.4B)。この結果からP25の 分子内
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通 して物理的に破壊 して得た破砕液をサンプルとして2種 類のゲル濾過カラム
{TSKGELHW75-F(A)、65-S(B))に順次、供したところ予想通り基本単位画
分(fraction14)に相当するピーク'とが得られ、3成 分それぞれに対する特異抗
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②ERに お け るP25の 存 在 様 式 の 解 析
ER破 砕 液 全 体 に 含 ま れ る3成 分 の 分 子 比 を 定 量 的ELISAに よ り求 め た と こ
ろH鎖:L鎖:P25=3.33:2.86:1であ った(Table.皿)。この 結 果 か らER内
に は 基 本 単 位 に含 ま れ な いP25が 多 く存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。そ こ でER.
破 砕 液 を ゲ ル 濾 過 カ ラ ム(Fig.6)に供 し て 基 本 単 位 画 分 よ り低 分 子 側 の 画 分
(fraction25-32)を回 収 し、 これ をサ ンプ ル 溶 液 と して 定 量 的ELISAを行 な い 、
3成 分 の 分 子 比 を求 め た と こ ろH鎖:L鎖:P25=3.10:2.76:1であ った(Tab亘e。
皿)。 これ に よ りER内 に は 基 本単 位 に 含 ま れ な いP25が 多 く存 在 す る こ とが
示 さ れ た 。
ER破 砕 液 中 のP25の 糖 鎖 付 加 様 式 を 明 らか に す る た め 、 抗P25ポ リク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 用 いたWestemblotti119を行 った と ころER画 分(fraction9-13)中に
は 約30Kの バ ン ドの み 検 出 さ れ た 。 一 方 、 ス ク ロ ー ス 密 度 勾 配 遠 心 分 離 後 に
得 られ たGolgi装置 とERの 混合 画 分(fractiol11-8)中に は30-27Kのや や ス メ
ア ー 状 の バ ン ドが 検 出 さ れ た 。 これ らの バ ン ドは 全 てelldQglycosidaseH感受ll生
を 示 した(Fig.7)。これ に よ り約30Kの バ ン ドはER型P25で あ り27-30Kの
や や ス メ ア ー 上 の バ ン ドはGolgi装置 内 の グ リコ シダ ー ゼ(マン ノシ ダ ー ゼ)に































































































本研究からP25は α一1,2結合 したマ ンノース数の異なる2種 類の高マンノー



















































場合、付加 している5つ の糖鎖のうち複合体形成に重要な1つ の糖鎖のみ他の








































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
カイコ(Bo肌6ッκmorのが生産する絹糸タンパク質の主成分 フィプロインは分子量約350KのH鎖,
分子量26KのL鎖,分子量約30KのP25の3種類のタンパク質で構成され,H鎖とL鎖は分子間ジスルフィ






ラ フィーにより8つのペプチ ド成分を分離,こ のうちビオチン化ConAが反応する3成分を見いだし,
糖鎖がいずれ もN一グリコシダーゼFにより分解 されること,ア ミノ酸配列を決定 した結果,P25中の3
箇所の高マンノース型糖鎖付加 シグナル(Asn-X-Serπhr)部位に一致することを示 した。この他の5













体の内部に埋 もれて存在するものと推定 した。さらに,PSG細胞からER(小胞体)と ゴルジ装置を分画
して分析することにより,基本単位はER中で形成され,ER型のP25糖鎖を含んだ状態でゴルジに移行
し,そこで一部のマンノース単位が α一1,2一マ ンノシダーゼにより分解されるが,基本単位の高分子性
を維持 したまま,PSG腺腔に分泌 されることを明ちかにした。
このように,著者は生化学的手法によりフィプロイン基本単位のPSG細胞内の存在 と形成部位,そ の
構築にP25とその糖鎖が必須であることを明 らかにし,フィプロインが3成分のタンパク質からなるこ
との生物学的意義を初めて明らかにしたことから,審査員一同著者は博士(農学)の 学位を授与される
に充分の資格を有すると判定 した。
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